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RESUMO 
 
A mela ou teia micélica, causada pelo fungo Rhizoctonia solani e a 
podridão do colo causada pelo fungo Sclerotium rolfsii são doenças importantes 
para a cultura do feijoeiro devido às enormes perdas em diversas áreas de 
produção. O controle de agentes patogênicos que atacam diferentes culturas 
vem sendo realizado ao longo dos anos pela aplicação de agroquímicos. O uso 
destes produtos, embora eficiente em sua maioria, pode causar danos a saúde 
do trabalhador e ao ambiente, além de desencadear resistência de 
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos 
etanólicos de folhas de Piper hispidum, folhas, frutos e talos de Piper 
tuberculatum e da piplartina no crescimento micelial de R. solani e S. rolfsii, 
isolados de feijoeiro comum. Nos ensaios de atividade antifúngica in vitro foram 
avaliadas seis concentrações, sendo: Extratos: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 
mg/mL; piplartina: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 mg/mL. Nos ensaios de 
citotoxicidade foi avaliado o extrato total de talos de P. tuberculatum, em três 
concentrações (50; 25; 12,5 mg/mL). Para os testes em folhas destacadas foi 
avaliado o extrato total de talos de P. tuberculatum, em três concentrações (25; 
12,5; 6,25 mg/mL). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 
com quatro repetições por tratamento mais as três testemunhas (água, etanol e 
fungicida azoxistrobina 0,6 g/L) em todos os testes. Para os testes em casa de 
vegetação foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,  sendo utilizados 
os mesmos parâmetros do teste em folha destacada, com exceção do número 
de repetições, que foi de 10 plantas por tratamento. Os resultados 
demonstraram que os extratos etanólicos de talo de Piper tuberculatum em 
diferentes concentrações, 50; 25 e 12,5 mg/mL, foram eficazes no controle in 
vitro dos fungo R. solani. Entretanto, estes apresentaram fitotoxicidade as folhas 
do feijoeiro em testes in vivo, folhas destacadas e casa de vegetação. Embora 
os extratos tenham apresentado potencial de controle do fungo S. rolfsii, nos 
testes in vitro, porém, quando submetido a avaliação in vivo este não controlou a 
doença. Estes extratos também tiveram sua citotoxicidade avaliada em 
monócitos, tendo apresentado citotoxicidade em todas as concentrações 
avaliadas. Esta característica não foi observada no extrato etanólico 
ressuspendido em água, onde foi observado 100% de viabilidade de células 
(monócitos). Os resultados sugerem o potencial de Piper tuberculatum no 
controle dos fungos avaliados.  
 
Palavras-chave: Doenças de plantas. Piperaceas. Fungicidas. Controle 
alternativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The aerial or micelial net, caused by the fungus Rhizoctonia solani and 
stem rot caused by the fungus Sclerotium rolfsii are important diseases for the 
bean crop due to huge losses in various production areas. The control of 
pathogens that attack different cultures has been conducted over the years by 
the application of agrochemicals. The use of these products, while effective in 
most cases, can damage the health of workers and the environment, as well as 
trigger resistance of microorganisms. The objective of this study was to evaluate 
the effect of ethanol extracts of leaves of Piper hispidum, leaves, fruits and Piper 
tuberculatum stalks and piplartine on mycelial growth of R. solani and S. rolfsii, 
isolated from common bean. The antifungal activity in vitro assays were 
evaluated six concentrations, as follows: Extracts: 50; 25; 12.5; 6.25; 3.12; 1.56 
mg / ml; piplartine: 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125 mg / ml. In the 
cytotoxicity assays was assessed total extract of P. tuberculatum stalks in three 
concentrations (50; 25; 12.5 mg / ml). For tests on detached leaves was 
assessed total extract of P. tuberculatum stalks in three concentrations (25, 12.5, 
6.25 mg / ml). The experimental design was completely randomized, with four 
replicates per treatment over the three witnesses (water, ethanol and fungicide 
azoxystrobin 0.6 g / L) in all tests. For the tests in the greenhouse was used a 
completely randomized design, being used the same parameters of the test in a 
separate sheet, except for the number of repetitions, which was 10 plants per 
treatment. The results showed that the ethanol extract of Piper tuberculatum 
stem in different concentrations, 50; 25 and 12.5 mg / ml was effective in vitro 
control of the fungus Rhizoctonia solani. However, they showed phytotoxicity the 
bean leaves in vivo tests, detached leaves and greenhouse. Although extracts 
have shown potential to control fungus S. rolfsii in vitro tests, but when subjected 
to in vivo evaluation this not handle the disease. These extracts also had their 
cytotoxicity evaluated in monocytes, presenting cytotoxicity at all concentrations 
tested. This feature was not observed in the ethanol extract resuspended in 
water, where it was observed 100% cell viability (monocytes). The results 
suggest the potential of Piper tuberculatum in control of this fungus. 
 
Key words: Plant diseases. Piperaceae. Fungicide. Alternative control. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Sabe-se que o Brasil é um dos países que apresenta maior produção agrícola 
e diversidade de alimentos. Principalmente em relação à produção de grãos que 
vem aumentando consideravelmente no país, com 209,5 milhões de toneladas 
(COMPANHIA..., 2015). 
Com o aumento da produção agrícola, houve também um crescimento do uso 
de agroquímicos. O Brasil assumiu a posição de maior consumidor mundial de 
agrotóxicos no ano de 2010, sobressaindo assim, como um país altamente poluente 
no cenário internacional (PELAEZ et al., 2010). 
O controle químico apesar de eficiente e econômico (VEGRO; FERREIRA, 
2000), pode gerar impactos ambientais, como a poluição do solo, águas e do próprio 
homem (PIGNATI et al., 2013). 
Dados obtidos pelo Relatório do Programa de Análise de Resíduos de 
Agrotóxicos em Alimentos (PARA) de 2012, mostram que cerca de 29% dos 
alimentos consumidos na mesa dos brasileiros são contaminados por agroquímicos, 
mostrando que o uso destes se coloca como um problema urgente a ser enfrentado 
(AGÊNCIA..., 2013). 
Outro fator importante que tem contribuído para o desenvolvimento deste setor 
é a crescente resistência desenvolvida por certos patógenos à determinadas 
moléculas, fazendo com que estas percam sua capacidade de controlar 
determinados patógenos (MAGALDI et al., 2002; SAN et al., 2010; GODOY; 
MEYER, 2014). 
As perdas acarretadas por fungos podem comprometer algumas culturas até 
30%, especialmente, em regiões de elevadas temperaturas e umidades relativas 
como o estado de Rondônia (LOPES et al., 2005). 
A cultura do feijão (Phaseolus vulgaris L.) é uma das culturas mais importantes 
para a alimentação do povo brasileiro, constituindo assim a base alimentar 
principalmente de pessoas de baixa renda. Atualmente o feijão apresenta uma 
produção anual média de 3,4 milhões de toneladas, com uma produtividade média 
de 1.064 kg/ha (INSTITUTO..., 2015). 
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Dentre os problemas fitossanitários, a Mela ou Teia micélica do feijoeiro, 
causada pelo fungo Thanatephorus cucumeris (anamorfo Rhizoctonia solani Kühn), 
e a podridão do colo causada pelo fungo Sclerotium rolfsii, estão entre as principais 
doenças na região amazônica que, dependendo da severidade pode ocasionar 
perdas totais de produção (BIANCHINI et al., 2005; COSTA et al., 2008; VIEIRA 
JÚNIOR et al., 2009). 
A interação dos componentes patógeno, hospedeiro e ambiente é essencial 
para que ocorram as doenças em plantas. Porém, a severidade das doenças poderá 
ser maior ou menor, dependendo de outros fatores dentro de cada um dos três 
componentes (MICHEREFF, 2001). 
Segundo Costa e colaboradores (2008) o controle dessas doenças vem sendo 
feito, ao longo dos anos quase exclusivamente com o emprego de fungicidas 
químicos sintéticos. Nos últimos anos, observa-se uma busca crescente por métodos 
alternativos de controle, que sejam eficientes com o mínimo de impacto ambiental e 
danos a saúde dos seres humanos (COLTURATO et. al., 2011). 
A busca crescente por produtos que apresentem baixa toxicidade ao homem, 
menor impacto ambiental e menores custos de aquisição vem fazendo crescer a 
utilização dos recursos naturais renováveis como fonte de novas substâncias 
bioativas (KIM et al., 2003; MENEZES, 2005; PANG et al., 2012). 
Algumas espécies de plantas apresentam uma diversidade de substâncias em 
sua composição, muitas vezes com potencial fungicida ou fungistático (CELOTO et 
al., 2008; OLIVEIRA, 2014). 
Este trabalho contribuirá para a identificação de novos compostos bioativos 
com uso potencial para o controle de fitopatógenos de importância para a agricultura 
brasileira, como é o caso dos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
Identificar extratos com potencial bioativo para o controle de Rhizoctonia solani 
e Sclerotium rolfsii. 
 
2.2 Objetivos específicos: 
Realizar estudos in vitro e in vivo de atividade antifúngica de extratos de 
diferentes partes de plantas do gênero Piper; 
Avaliar as taxas de crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani e 
Sclerotium rolfsii diante do uso dos extratos; 
Avaliar a citotoxicidade de extratos de plantas do gênero Piper. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 
Os produtos naturais vêm sendo utilizados há muito tempo na agricultura, um 
exemplo disto é a utilização de extratos vegetais e óleos essenciais de plantas com 
propriedades inseticidas e fungicidas (MEGURO; BONOMI, 1969; BASTOS; 
ALBUQUERQUE, 2009). 
O efeito positivo de extratos de origem vegetal para controle de 
microrganismos fitopatogênicos vem sendo divulgados, especialmente por 
proporcionar uma alternativa para o uso de agrotóxicos, e por possuírem compostos 
bioativos para o controle de patógenos (SOUZA et al., 2007; RAMALLO et al., 2011; 
AIRES; OLIVEIRA, 2014).  
Estudos mostram que uma grande porção de extratos vegetais têm sido 
testados quanto ao efeito no controle de diversas pragas e doenças de plantas 
(PANG et. al., 2012) e para uso em sistemas de produção, como na agricultura 
orgânica (DINIZ, et al., 2006; DIETRICH et al., 2011). 
 Os extratos e óleos essenciais podem ser produzidos de diferentes partes das 
plantas, como folhas, caule, fruto e sementes, sendo testados contra diversos 
microrganismos fitopatogênicos (MEDEIROS et. al., 2012; MAIA, DONATO; FRAGA, 
2015; FONSECA et. al., 2015). 
Podemos citar também o uso de diversas plantas medicinais para tal finalidade 
como: extratos de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), aroeirinha (Schinus 
terebinthifolius), arnica-brasileira (Porophyllum ruderale), açafrão (Curcuma longa 
L.), coração de negro (Albizzia lebbeck Benth), cravo-da-índia (Sizygium 
Aromaticum), carqueja (Baccharis trimera DC.) e pimenta-de-macaco (Piper 
aduncum L.) (AMARAL et al., 2005; SOUSA, 2008; BONETT et al., 2012; FONSECA 
et. al., 2015). 
  
3.1 Família Piperaceae 
 
Esta família se encontra distribuída no pantropical, predominando os 
representantes herbáceos, também existem trepadeiras, arbustos e até mesmo 
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árvores, representada por cerca de dez gêneros, apresentando folhas inteiras, caule 
frequentemente articulado, frutos e flores pequenas (JOLY, 2002). 
 No pais podem ser encontradas cinco gêneros da família Piperaceae sendo os 
gêneros Piper e Peperomia os dois maiores na flora brasileira. O  gênero Piper 
possui mais de 290 espécies e desse total 188 espécies podem ser encontradas na 
Amazônia (JARAMILLO; MANOS, 2001; GUIMARÃES et al., 2004; GUIMARÃES et 
al., 2015). Encontrando-se distribuídas nas margens de florestas, estão entre as que 
apresentam um grande potencial bioativo (NAVICKIENE et al., 2000; FACUNDO; 
MORAIS, 2003; XIE et al., 2011; SANTANA, 2012).  
Estas são identificadas por apresentarem folhas simples, alternas, opostas ou 
verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de consistência e formas diversas e por 
possuírem flores muito pequenas, aperiantadas, protegidas por bracteólas 
pediceladas ou sésseis, dispostas esparsas ou congestas em espigas, formando 
umbelas ou dispostas em racemos, axilares ou terminais, opostos ou não às folhas. 
O fruto é uma drupa, séssil ou pedicelado (GUIMARÃES; GIORDANO, 2004). 
Amplamente estudada por se apresentar como uma das diversas famílias de 
plantas medicinais, como a espécie Piper aduncum L., vulgo aperta-ruão ou 
pimenta-de-macaco, usada na região de Alto Paraíso de Goiás, GO como 
adstringente, tônica, queda útero e diarreias (SOUZA; FELFILI, 2006). Piper 
mollicomum Kunth, conhecida como jaborandi e usada para tratar dor na coluna 
pelos sitiantes da Reserva Rio das Pedras, Mangaratiba, RJ (MEDEIROS, 
FONSECA; ANDREATA, 2004). 
Assim como a utilização da alfavaca-de-cobra (Peperomia pellucida (L.)) H.B.K.  
para conter diarreia, problemas de coração, conjuntivite e no tratamento dos rins 
(MOREIRA et al., 2002) e a espécie Piper regnelli (Miq.) C.DC. conhecida 
popularmente como chapéu-de-couro ou pariparoba, utilizada pela comunidade do 
bairro Ponta Grossa, Porto Alegre, RS como anti-inflamatório, dor de cabeça, limpar 
o sangue e má digestão (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). 
Algumas espécies pertencentes a essa família também apresentam em sua 
composição biomoléculas com propriedades antimicrobiana, inseticidas, fungicidas 
e/ou fungistático (DIGNANI, 2009; AIRES; OLIVEIRA, 2014; PITON et al., 2014), 
mostrando o amplo espectro de ação desta diante das diversas enfermidades. 
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3.2 Gênero Piper 
 
O gênero Piper abrange desde árvores, arbustos, ervas e, raramente, lianas e 
epífitas, geralmente ocupa ambientes sombreados e úmidos de interior, clareiras e 
bordas de florestas, caracterizadas pelas folhas alternas e espigas ou racemos 
densamente floridos (TEBBS, 1989; TEBBS, 1993).  
Este gênero encontra-se distribuído por todas as regiões do país e em todos os 
estados, com a região Norte abrigando mais de 185 espécies, 61 destas no estado 
de Rondônia, 37 em Roraima, 137 no Amazonas, 45 no Amapá, 22 no Maranhão, 14 
em Tocantins, 84 no Acre, 67 em Mato Grosso e 104 no Pará (GUIMARÃES et al., 
2015).  
O gênero Piper se destaca dentro da família por conter espécies que 
apresentam metabólitos secundários, como lignanas e amidas, usados na defesa 
contra a herbivoria (MIRANDA et al., 2002). 
As espécies do gênero Piper são amplamente estudadas, tanto na medicina em 
função das propriedades microbianas exibidas por seus constituintes quanto para 
controlar pragas e fungos fitopatogênicos de interesse agronômico, além disso, 
podem apresentar efeito alelopático em certas culturas (CABRAL, 2011; JUNIOR 
BORELLA et al., 2012; BIGATON et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013;  AIRES; LIMA, 
2014; ARAÚJO et al., 2014; FIGUEREDO et al., 2014; PITON et al., 2014). 
Trabalhos demonstram que as espécies P. marginatum, P. dilatatum, e P. 
callosum quanto ao potencial de controle do fungo Crinipella perniciosa, apresentado 
total inibição do crescimento do fungo (SILVA; BASTOS, 2007). Óleo essencial de 
Piper hispidinervum mostrou alta atividade de inibição do crescimento dos fungos 
Bipolaris sorokiniana, F. oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides (ZACARONI et 
al., 2009). 
Os dados atualmente disponíveis sobre a identificação e classificação de 
gêneros e espécies ainda são muito preliminares, dentro da família Piperaceae, 
havendo sempre possibilidades de mudanças na taxonomia atual (SOUZA; 
LORENZI, 2005).  
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3.3 Piper hispidum 
 
Esta espécie encontra-se distribuída por todas as regiões do país e em todos 
os estados, (GUIMARÃES et al., 2015). Esta planta é conhecida como jaborandi ou 
falso-jaborandi, possui amidas de ação antifúngica e é utilizada popularmente no 
combate a afecções da pele e cabelos (NAVICKIENE et al., 2000). 
Possui porte arbustivo, medindo cerca de 1,8 a 2,0 m de altura, caule cilíndrico, 
de coloração verde-clara, nodoso, áspero, com lenticelas e ramos mais jovens 
pubescentes. 
As folhas são alternas, simples, curtamente pecioladas, inteiras, de formato 
ovado, apresentando limbo assimétrico, coloração verde-escura na face adaxial e 
verde-clara na face abaxial, ápice acuminado e base obtusa.  
As folhas de Piper hispidum apresentam base assimétrica e pecíolo curto, reto 
e aproximadamente circular em seção transversal. A nervura central é proeminente 
em toda a extensão da folha, afilando-se em direção ao ápice (ALBIERO et al., 
2006).  
Apresenta sistema radicular adventício (extenso), ramificado, constituído por 
raízes finas que partem da base subterrânea e alargada do caule e assumem 
posição paralela à superfície do solo (ALBIERO et al., 2006).  
Extratos das folhas de P. hispidum em trabalho realizado por Santos e 
colaboradores (2010) demostra que existem compostos inseticidas nesta planta, 
apresentando controle sobre a broca-do-café (Hypothenemus hampei). Assim como 
extratos das raízes de P. hispidum em trabalho realizado por Santos e 
colaboradores (2011) proporcionando controle sobre o mesmo inseto. 
Controle semelhante é demostrado com a utilização de metabólitos 
secundários produzidos por 4 fungos endofíticos isolados da planta Piper hispidum 
(G20-20, G65-65, G33-73 e G53-83) contra Micrococcus luteus, onde estes 
apresentaram potencial para o controle da bactéria M. luteus, que pode estar 
associada à ocorrência de algumas doenças em seres humanos (ORLANDELLI, 
2011). 
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3.4 Piper tuberculatum  
 
A espécie P. tuberculatum está distribuída pelas Américas, do México à 
Argentina. No país, ocorre nos estados do Amazonas, Pará, Piauí, Ceará, Paraíba, 
Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro, Paraná, Santa Catarina, Mato Grosso, São 
Paulo e Mato Grosso do Sul (GUIMARÃES; GIORDANO, 2004). 
Conhecida como pimenta d’ardo e jaborandi ou falso-jaborandi, 
respectivamente, (ARAÚJO-JUNIOR et al., 1999; ALBIERO et al., 2006) e são 
utilizadas, na Paraíba, contra picada de cobra e como sedativos (CHAVES et al., 
2006; ARAÚJO-JUNIOR et al., 1999). 
Castro e colaboradores (2008) avaliaram o potencial inseticida de frações de 
extrato aquoso de frutos frescos desidratados de Piper tuberculatum sobre 
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith), demostrando a eficiência dos extratos no 
controle das lagartas, reduzindo o consumo foliar e prolongando o período larval dos 
insetos. 
O extrato de Piper tuberculatum apresenta efeito tóxico agudo contra lagartas 
de terceiro ínstar de Alabama argilácea. O potencial inseticida de Piper tuberculatum 
configura-se como alternativa promissora, com vistas à possibilidade de produção 
comercial de uma nova molécula sintética a ser agregada ao manejo de pragas 
agrícolas (MIRANDA et al., 2002). 
Os óleos essenciais de frutos de Piper aduncum e P. tuberculatum 
apresentaram alta atividade contra Cladosporium cladosporioides e C. 
Sphaerospermum. Navickiene e colaboradores (2000) verificaram atividade 
antifúngica de várias amidas de Piper tuberculatum, entre elas piplartina, pelitorina e 
iperlonguminina. 
 
3.5 Piplartina  
 
A piplartina é um alcaloide/amida conhecida como piperlongumina e 
encontrado em diversas espécies do gênero Piper, tais como P. longum L. 
conhecida como pimenta longa, P. asborescens Roxb. (Pimenta do fruto ganchoso), 
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a espécie P. tuberculatum L. (pimenta d’água) entre outras espécies desse gênero 
(BEZERRA et al., 2008). 
Bezerra (2005), avaliado o possível mecanismo de ação da piplartina, verificou 
que esta se comporta como um agente citotóxico causando alterações no ciclo 
celular como inibição na síntese de DNA e indução de morte por apoptose e 
necrose. E quando testadas em modelo pré-clínico in vivo, ambas as amidas 
reduzem o crescimento de tumores da linhagem Sarcoma 180 conferindo um 
promissor potencial antitumoral.  
Porém, as amidas parecem atuar de maneira diferente. A toxicidade também é 
diferente, piperina é mais tóxica para o fígado que piplartina que por sua vez afeta 
mais os rins. A amida obtida de P. tuberculatum (piplartina) reduziu a oviposição dos 
parasitas e apresenta efeito esquistossomicida em baixa concentração, o que 
destaca o potencial da piplartina na atividade antiparasitária. A piplartina reduziu a 
motilidade e causou morte em todos os helmintos após 24 horas.  
As concentrações que não foram letais observou-se redução de até 75% na 
oviposição das fêmeas de S. mansoni, além de ocasionar alterações no tegumento e 
ventosas (ventral e oral) dos parasitas de maneira dose-dependente; colapso dos 
tubérculos e descamações constituíram as alterações mais frequentemente 
observadas nos helmintos tratados (MORAES et al., 2010). A piplartina também tem 
sido estudada quanto a sua atividade antifúngica em Cladosporium 
sphaerospermum e Cladosporium cladosporioedes (NAVICKIENE et al., 2000; 
SILVA et al., 2002).  
 
3.6 Feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) 
 
O feijão comum (Phaseolus vulgaris, L.) é uma das principais culturas 
produzidas no mundo, rico em proteínas e ferro, se apresentando como um dos 
principais alimentos consumidos no Brasil e no mundo, sendo integrante básico na 
dieta alimentar de diversas populações (VALE e ZAMBOLIM, 1997; BINOTTI et al., 
2009; POSSE et al., 2010; FERNANDES et al., 2012; BARBOSA; GONZAGA, 2012). 
Considerando as três safras de feijão do país no ano de 2015, estima-se que a 
área total de plantio poderá chegar a 2.977,3 mil hectares, menor em 11,5% que a 
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safra passada. A produção nacional de feijão deverá ficar em 3.151,2 mil toneladas, 
8,8% menor que a última temporada (COMPANHIA..., 2015). 
O consumo nacional tem variado entre 3,3 e 3,6 milhões de toneladas. O 
consumo poderá ficar em torno de 3.350 mil toneladas, as importações deverão ser 
de 130 mil toneladas e as exportações de 65 mil toneladas (COMPANHIA..., 2015). 
Na região norte do país essa produção está estimada em 74,5 mil toneladas, 
representando apenas 2,36% da produção nacional e uma produtividade de 764 
kg/ha, que pode ser considerada baixa quando comparada com as regiões centro-
oeste, sudeste e sul que apresentam média de produção de 1.989, 1.644 e 1.784 
kg/ha respectivamente  (COMPANHIA..., 2015). 
Na cultura do feijão como em qualquer outra cultura, ocorrem fatores negativos 
que fazem que os produtores tenham danos e perdas na atividade agrícola 
causados pelos fitopatógenos (fungos, bactérias e nematóides) (FIALLOS, 2011). 
Um dos fatores que contribui para tal produtividade são as doenças, visto que 
esta cultura é acometida por diversas doenças, destacando-se a Mela do feijoeiro, 
causada pelo fungo Thanatephorus cucumeris (anamorfo Rhizoctonia solani Kühn), 
principal doença na região amazônica com perdas elevadas, ou até mesmo perdas 
totais da produção (COSTA et al., 2008; VIEIRA JÚNIOR et al., 2009). 
Estima-se que as pragas agrícolas e outros patógenos destroem cerca de 10% 
a 40% da produção agrícola bruta no mundo Os danos ocasionados por esses 
agentes podem resultar na elevação de preço dos alimentos e no empobrecimento 
de sua qualidade bem como no aumento da dependência de produtos importados 
(PRETTY et al., 1999; GODOY; OLIVEIRA, 2004). 
 
3.7 Mela do feijoeiro 
 
O agente causal desta doença faz parte da família Ceratobasidiaceae, Gênero 
Thanatephorus, Espécie Thanatephorus cucumeris, sendo a doença também 
conhecida como teia micélica (MICHEREFF, 2001). 
Este fungo foi descrito pela primeira vez em 1917 como Rhizoctonia 
microsclerotia e no Brasil foi observada primeiramente no estado de Minas Gerais. 
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Ocorrendo principalmente nas regiões com temperatura elevada e com chuvas 
frequentes acompanhadas de alta umidade relativa (VALE; ZAMBOLIM, 1997). 
Esta enfermidade afeta a parte aérea da planta, os sintomas iniciais aparecem 
como pequenas manchas aquosas nas folhas, de cor mais clara que a parte sadia, 
arredondadas e rodeadas por bordos de cor castanho-avermelhada. A medida que a 
infecção avança, ocorre uma intensa produção de micélio de cor castanho-claro, em 
ambas as faces das folhas, formando uma teia micélica que, em condições 
climáticas favoráveis, (temperatura acima de 30ºC, umidade acima de 90ºC  e 
luminosidade) afeta as folhas adjacentes da própria planta como também as folhas 
das plantas vizinhas, interligando toda a parte aérea. Normalmente, existe uma 
grande desfolha do feijoeiro (SOUZA et al., 2005; VIEIRA JÚNIOR; FERNANDES, 
2011). 
 Na região Amazônica é uma doença limitante ao cultivo do feijão e vem 
ocorrendo frequentemente nos estados de Roraima e Rondônia, devido a 
combinação de precipitação pluviométrica elevada e temperaturas em torno de 30 
ºC, que favorecem o surgimento e desenvolvimento desta doença (NECHET; 
HALFELD-VIEIRA, 2006; VIEIRA JÚNIOR et al., 2010). 
  O fungo R. solani, figura como um dos patógenos mais importantes para 
diversas culturas, ocorrendo em plântulas de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) 
(GOULART et al., 2011), feijão-caupi (Vigna unguiculata), soja (Glycine max), 
seringueira (Hevea brasiliensis), melancia (Citrullus lanatus), alface (Lactuca sativa) 
e feijão-guandu (Cajanus cajan) (YOUSSEF, et al., 2012), meloeiro (Cucumis melo 
L.), (SANTOS; PINHEIRO NETO, 2004). 
 
3.8 Podridão do colo 
 
Esta doença é causada pelo fungo Sclerotium rolfsii Sacc., forma imperfeita do 
basidiomiceto Aetholia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbr, e pertencente à  classe 
Deuteromycetes da ordem Agonomycetales. Ocorrendo em todas as regiões 
produtoras de feijoeiro comum.  Apresentando-se letal para a planta infectada, 
independente de seu estádio fenológico (SARTORATO; RAVA, 1994; VALE; 
ZAMBOLIM, 1997). 
25 
 
Se apresentando mais séria em cultivos de mudas em casa de vegetação na 
fase do pré-enraizador de algumas culturas do que no campo. Se o substrato dos 
pré-enraizadores não é desinfestado previamente, S. rolfsii pode causar perdas de 
até 100% (DUARTE et al., 2006). 
Os primeiros sintomas apresentados são lesões acinzentadas e aquosas na 
região do colo das plantas, adquirindo uma coloração castanha, chegando à raiz 
principal. Nas folhas os sintomas são amarelecimento, desfolha e murcha. Nas 
áreas afetadas comumente pode-se encontrar micélio de cor branca e pequenos 
escleródios, inicialmente de coloração branca e tornando-se de cor parda com o 
tempo (VALE; ZAMBOLIM, 1997). 
Podridão do colo é doença bem distribuída em regiões de clima tropical e 
subtropical. O fitopatógeno apresenta uma ampla magnitude de hospedeiros, 
atingindo por volta de 500 espécies botânicas e diversas famílias (SERRA; SILVA, 
2005; MAFIA et al., 2007). Entre elas plantas de importância econômica como feijão, 
soja, arroz, milho, algodão, café, entre outras (SARTORATO; RAVA, 1994). 
 
3.9 Controle de doenças 
 
Os vegetais estão cercados por um grande número de inimigos potenciais. 
Praticamente todos os ecossistemas possuem uma significativa variedade de 
bactérias, vírus, fungos, nematóides, ácaros, insetos, mamíferos e outros animais 
herbívoros. Em contrapartida, os vegetais produzem grande variedade de 
compostos orgânicos que parece não ter função direta no crescimento e no seu 
desenvolvimento, os metabólitos secundários específicos que agem como uma 
defesa das plantas contra vários herbívoros e microrganismos patogênicos. Esses 
metabólitos secundários são restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de 
espécies relacionadas (TAIZ; ZEIGER, 2009). 
As plantas apresentam, de maneira geral, um eficiente mecanismo de defesa 
contra o ataque de microrganismos. Este processo de defesa inicia-se desde o 
momento da interação entre o patógeno e o hospedeiro, o qual desencadeia uma 
cascata de processos e sinais, os quais são responsáveis pela ativação dos 
diferentes agentes de defesa (FERNANDES, 2009). 
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No entanto muitas plantas cultivadas foram artificialmente selecionadas para 
produzir níveis relativamente baixos desses compostos, o que, por consequência, 
pode torna-los mais suscetíveis a insetos e a doenças (TAIZ; ZEIGER, 2009). 
Vários princípios e medidas de controles têm sido recomendados visando 
reduzir as perdas ocasionadas por patógenos, incluindo práticas culturais tais como 
a rotação de culturas, alteração no espaçamento, incorporação de matéria orgânica, 
modificação na arquitetura da planta, manejo da irrigação, sendo essenciais para o 
controle de doenças do feijão, além do uso de variedades resistentes, controle 
químico, plantio em épocas e locais adequados, assim como o uso de sementes 
sadias (VALE; ZAMBOLIM, 1997; KIMATI et al., 2005). 
Em relação à utilização do controle químico, um dos maiores perigos 
representados diz respeito aos efeitos que eles podem provocar na saúde das 
pessoas, principalmente daquelas que, no campo ou na indústria, ficam expostas ao 
contato direto com os agrotóxicos (LONDRES, 2011). 
Em um estudo realizado por Moreira e colaboradores (2012) mostrou que o uso 
indiscriminado do uso de agrotóxicos leva a casos como a contaminação das águas 
de córregos e da água de chuvas, indicando uma contaminação atmosférica que 
afeta até mesmo áreas não cultivadas, como os centros urbanos, tornando a 
extensão de possíveis impactos ou riscos sobre a saúde ambiental de difícil 
mensuração. Além da deterioração da água potável e impactos sobre a biota. 
Dentre as medidas mais indicadas para o controle da mela e da podridão do 
colo, a utilização de variedades resistentes (VIEIRA JÚNIOR; FERNANDES, 2011). 
No entanto, essas doenças estão entre as mais difíceis de serem controladas, pois 
até o momento não se conhecem cultivares resistentes e o controle químico nem 
sempre é satisfatório (SOUZA et al., 2005; (VIEIRA JÚNIOR; FERNANDES, 2011). 
Atualmente a tendência do mercado consumidor é a crescente demanda por 
alimentos livres de produtos nocivos à saúde do homem que prejudica a qualidade 
do meio ambiente. Logo a busca por produtos naturais que proporcionem o cultivo 
de vegetais com qualidade e livres de agroquímicos é uma necessidade para o setor 
agrícola (BETTIOL; MORANDI, 2009). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para o estudo, o material vegetal coletado foi avaliado quanto o 
comportamento de fungos fitopatogênicos diante dos extratos produzidos a partir de 
folhas, frutos e talos de Piper tuberculatum, folhas de Piper hispidum e a amina 
piplartina. Os extratos e frações utilizadas neste trabalho foram fornecidos pelo 
laboratório de Química de Produtos Naturais da Fundação Universidade Federal de 
Rondônia – UNIR. 
 
4.1 Identificação botânica do material vegetal 
 
Para o estudo foram coletadas amostras do material vegetal no município de 
Porto Velho – Rondônia, e enviado para identificação botânica ao Herbário do 
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e encontra-se depositado sob o 
número 211724. As espécies foram identificadas como Piper tuberculatum e Piper 
hispidum. 
 
4.2 Preparo dos extratos 
 
Depois de realizada a identificação botânica o material foi colocado para secar 
em estufa com circulação de ar, à temperatura média de 40 ºC por cerca de 48 h, 
estando secos, os folhas, frutos e talos foram triturados em moinho até obtenção de 
um pó fino  e submetido à extração de seus compostos. A estes foram adicionados 
etanol, diluindo-se 1g de pó vegetal em 3 mL de solvente seguindo metodologia 
adaptada de Souza (2004). 
A maceração transcorreu à temperatura ambiente (25 ºC) ,em recipiente 
fechado durante 21 dias agitando-se esporadicamente com um bastão de vidro e ao 
término do tempo o extrato foi filtrado através de uma peneira para retirada das 
partículas maiores e um funil normal com algodão. Logo após o material foi 
transferido para um becker e levado para um rotavapor a uma temperatura de 80 ºC 
e uma velocidade de 85 rpm (rotação por minuto), para concentração do material por 
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meio da evaporação do solvente. O material final foi coletado e transferido para 
placas de Petri devidamente identificadas e armazenados em geladeira. 
 
4.3 Obtenção dos isolados 
 
Para os testes envolvendo os extratos foram utilizados isolados de Rhizoctonia 
solani e Sclerotium rolfsii provenientes de folhas e talos de feijoeiro comum 
(Phaseolus vulgaris L.), oriundas do campo experimental da Embrapa - Centro de 
Pesquisa Agroflorestal de Rondônia. As folhas com sintomas de mela e talos com 
sintomas de mofo foram lavadas em água corrente e posteriormente desinfestados 
em solução de hipoclorito de sódio a 5%, durante um minuto, depois transferidos 
para um recipiente contendo água mineral estéril e o excesso de umidade foi 
retirado com papel filtro. 
Os fragmentos contendo parte das lesões foram plaqueados em meio de 
cultura BDA (Batata-Dextrose-Ágar) em condições assépticas e incubados em estufa 
de crescimento (BOD) em temperatura de 25 ± 2ºC, até o momento em que a 
colônia preencheu completamente a placa de Petri de 90 mm de diâmetro. Após 
este período, realizou-se a repicagem do fungo, onde discos de micélio de 0,5 cm de 
diâmetro contendo as estruturas do fungo foram transferidos para novas placas Petri 
contendo meio BDA e acondicionados em incubadora tipo BOD para obtenção de 
uma nova colônia fúngica, as quais foram utilizadas para os testes, segundo 
metodologia adaptada de Vieira Júnior (2005). 
 
4.4 Ensaios de antibiograma 
 
Os testes foram realizados em capela de fluxo laminar com todos os 
equipamentos esterilizados, para manter condição de total assepsia. Para o teste 
dos extratos foram usadas primeiramente as concentrações de 50 mg/mL. 
A atividade antifúngica dos extratos foi testada através do método de difusão 
em poços, vertendo o meio BDA semi-sólido em placas de Petri e após sua 
solidificação foram feitos três poços com 0,5 cm de diâmetro equidistantes no meio 
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de cultura e em cada um deles foi adicionado alíquotas 10 µL de extrato, as placas 
foram vedadas e levadas à geladeira por um período de 24 h, logo após foi 
adicionado um disco de micélio de 0,5 cm de diâmetro do patógeno desafiante 
centro da placa, segundo metodologia adaptada de Vieira Júnior (2005).  As placas 
foram vedadas e colocadas uma incubadora BOD. A análise dos resultados foi 
realizada por meio de observação dos halos de crescimento a partir de 24 h 
transcorridas de incubação, medindo o diâmetro das colônias no sentido longitudinal 
e transversal (D1 e D2), com auxílio de paquímetro digital. 
Foi observado o halo de crescimento do fungo nas placas e comparado com o 
grupo controle, contendo água, etanol e fungicida Azoxistrobina (0,6 g/L) nos poços. 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repetições 
para cada extrato e para os grupos controle. Foi avaliado o efeito inibitório das 
amostras pela quantificação da presença e tamanho de halos de crescimento dos 
patógenos (Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Medida realizada para quantificação do crescimento micelial do fungo. 
  
4.5 Delineamento experimental 
 
Para quantificar o efeito inibitório dos extratos o diâmetro das colônias no 
sentido longitudinal e transversal (D1 e D2) foi utilizado para estimar a área de 
crescimento micelial pela aproximação com a área de uma elipse: 
2
.
2
. 21
DD
A   (1) 
30 
 
Em que: :A área de crescimento micelial, :1D diâmetro no sentido longitudinal, :2D
diâmetro no sentido transversal. 
A redução no crescimento micelial das colônias de R. solani  e S. rolfsii,  
tratadas com diferentes extratos, foram interpretadas em relação a área de 
crescimento do tratamento controle para obter uma medida percentual de redução 
no crescimento micelial, de acordo com a seguinte expressão: 
c
i
inibição
A
A
F .100  
Em que: :inibiçãoF  fator de inibição do crescimento micelial, :iA área de crescimento 
micelial mediante a aplicação do i-ésimo tratamento (extrato), :cA  área de 
crescimento micelial do tratamento controle. 
O efeito inibitório dos extratos sobre o crescimento micelial foi interpretado 
utilizando análise de variância em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 
quatro repetições por tratamento. Para inferir sobre a precisão experimental foi 
estimado o coeficiente de variação, conforme a notação apresentada por Pimentel 
Gomes, 2000: 
x
QMR
CV
100
%   
Em que: :%CV coeficiente de variação experimental, :QMR quadrado médio do 
resíduo da análise de variância, :x média experimental. 
 
Para comparar as médias de tratamentos foi utilizado o teste de Scott Knott a 
1% de probabilidade. Segundo Pimentel Gomes, 2000 o teste de Scott Knott 
também pode ser considerado um teste de agrupamento de médias, uma vez que 
permite a classificação das médias de tratamentos sem ocorrência de sobreposição 
entre os grupos. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 
Genes ANOVA. 
Após a identificação dos extratos com potencial bioativo, estes foram 
submetidas a diluição para identificação das menores concentrações bioativas. Para 
(2) 
(3) 
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a obtenção das concentrações, pesou-se 0,5g do material vegetal, ao qual foi 
diluídos em 10 mL de etanol e armazenados em geladeira. 
Essa primeira diluição constitui o extrato puro (100 mg/mL). Para compor a 
concentração de 50 mg/mL, retirou-se 500 μL da primeira diluição (100 mg/mL) e 
acrescentou-se 500 μL de etanol, assim sucessivamente nas concentrações 25; 
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL (Diluição seriada) (Figura 02). As concentrações 
obtidas foram testadas contra os patógenos, com o objetivo de identificar as frações 
ativas.                                  
 
500 μL        500 μL         500 μL         500 μL            500 μL         500 μL 
Água ou etanol 
Figura 2 - Diluição seriada dos extratos com as concentrações 50; 25; 12,5; 6,25;                
3,12 e 1,56 mg/mL. 
 
As frações ativas selecionadas foram avaliadas quanto à capacidade de 
controle da doença em ensaios em folhas destacadas e casa de vegetação e quanto 
a capacidade de atuarem como indutores de resistência utilizando mudas de 
feijoeiro, sob condições controladas de temperatura e umidade. 
 
4.6 Isolamento de monócitos 
 
Ensaios para determinação da citotoxicidade dos extratos foram conduzidos 
seguindo a metodologia descrita por Pontes e colaboradores (2014), com 
adaptações. O material celular foi obtido de doadores que se auto-declararam 
saudáveis, na faixa etária de 18-30 anos, dos quais foram obtidos, previamente, o 
50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 
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termo de consentimento livre e esclarescido sobre a concordância em participar do 
estudo, no momento da colheita de sangue. O estudo encontra-se aprovado no 
Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Medicina Tropical de Investigação 
(número 108/2010).  
Foi realizada a assepsia do local de colheita do sangue e este foi coletado em 
tubos de vácuo contendo heparina. Para a separação das células foi utilizado o 
reagente Histopaque 1077. Para tal, este foi previamente adicionado a tubos falcon 
e, em seguida, foi adicionado, cuidadosamente, o sangue, na proporção de (2:1), 
respectivamente. A seguir o material foi centrifugado (350 x g, 30 min, temperatura 
ambiente). Os monócitos foram coletados e transferidos para outro tubo falcon. Em 
seguida foram lavados com tampão PBS pH 7,4, centrifugados (600 x g, 10 min, 
temperatura ambiente), coletados e transferidos para outro tubo (PONTES et al., 
2014). 
 
4.7 Ensaio de citotoxicidade 
 
Os monócitos (2x105 células/mL) foram resuspensos em meio de cultura RPMI 
1640 (Criado pelo Roswell Park Memorial Institute, meio sintético complexo) 
suplementado com gentamicina (100 ug/mL), L-glutamina (2 mM) e 10% de soro 
fetal bovino. Para a realização do ensaio, 50 µL da suspensão de células foi 
adicionado a placa de 96 poços, seguido da adição de 50 µL dos extratos avaliados, 
etanólico e aquoso, nas diferentes concentrações (50; 25 e 12,5 mg/mL). A placa foi, 
então, incubada por 1h, a 37 °C, numa atmosfera humidificada (5% de CO2). Após a 
incubação, 20 ul de azul de tripan 1% foi adicionado e a viabilidade das células 
avaliada, sob microscópio óptico, em câmara de Neubauer. Para os tratamentos 
controle foram utilizados etanol absoluto, etanol 20% e fungicida. Os resultados 
foram expressos em porcentagem de células viáveis (PONTES et al., 2014) (Tabela 
1). 
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Tabela 1 - Tabela de execução dos testes de viabilidade de células 
EXTRATOS 
(mg/mL)  
CÉLULA 
(µL) 
MEIO 
(µL) 
EXTRATO 
(µL) 
FUNGICIDA 
(µL) 
ETANOL 
(µL) 
VOLUME 
FINAL 
(µL) 
       
E.E.50%T.P.T 50 50 ------- 50 ------- ------- 100 
E.E. 50%T.P.T 25 50 25 25 ------- ------- 100 
E.E. 50%T.P.T 12,5 50 37,5 12,5 ------- ------- 100 
E.E. 20%T.P.T50 50 ------- 50 ------- ------- 100 
E.E. 20%T.P.T25 50 25 25 ------- ------- 100 
E.E. 20%T.P.T12,5 50 37,5 12,5 ------- ------- 100 
E.E. DA.T.P.T50 50 ------- 50 ------- ------- 100 
E.E. DA.T.P.T25 50 25 25 ------- ------- 100 
E.E. DA.T.P.T12,5 50 37,5 12,5 ------- ------- 100 
CONTROLE – H2O 50 50 ------- ------- ------- 100 
FUNGICIDA  50 40 ------- 10 ------- 100 
ETANOL 20% 50 30 ------- ------- 20 100 
ETANOL 50% 50 ------- ------- ------- 50 100 
 
4.8 Ensaios em folhas destacadas 
 
Folhas de feijão da variedade carioca foram destacadas de plântulas cultivadas 
em casa de vegetação com 14 dias após o plantio e acondicionadas em caixas de 
gerbox de 11,5 cm2 contendo esponja, papel de 10 mm cada e uma tela preta de 8 
cm2. No laboratório, as folhas foram destacadas da planta, sendo em seguida 
lavadas com água destilada, secas em papel toalha e colocadas em caixas de 
gerbox contendo cerca de 20 mL de água destilada para manutenção da umidade 
das folhas (DHINGRA; SINCLAIR, 1995). 
Em seguida com o auxílio de um borrifador, as folhas foram aspergidas com 
cerca de 250 µL de suspensão de micélios (1x106 frag.micélios/mL) e incubadas em 
câmaras BOD com temperatura ajustada para 25 ºC por um período de 24 h, após 
esse período aplicou-se nas folhas cerca de 250 µL dos extratos, até a cobertura 
total da área foliar, logo após as folhas destacadas foram novamente incubadas em 
câmaras BOD com temperatura ajustada para 25 ºC. 
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 4 
repetições, sendo cada parcela constituída por uma caixa de gerbox contendo uma 
folha destacada. Após 6 dias os dados obtidos foram submetidos à análise de 
variância e teste de agrupamento de médias por meio do  programa AFsoft® (SILVA 
et al., 2009). 
 
4.9 Ensaios em casa de vegetação 
 
O cultivo do feijoeiro foi efetuado em copos plásticos de 500 mL contendo solo 
na proporção 3:1:1 (Argila: Areia: Esterco) com pH 7,1. A semeadura foi realizada 
colocando-se 3 sementes por copo, onde estes foram cobertos com uma camada de 
solo de cerca de 1 cm. 
Para os ensaios in vivo com R. solani foram utilizadas plantas de feijoeiro com 
14 dias de plantio. As plantas foram inoculadas com uma suspensão de fragmentos 
de micélios do patógeno (1x106 frag.micélios/mL). Para avaliação de indução de 
resistência primeiramente aplicou-se os tratamentos com 25, 12,5 e 6,25 mg/mL de 
extrato bruto de talo de P. tuberculatum e mais três controles (água, etanol e 
fungicida (Azoxistrobina 0,6 g/L)) nas folhas primárias da planta e após 24 horas as 
mudas receberam a suspensão fúngica e para avaliação de controle do patógeno, 
primeiramente aplicou-se a suspensão fúngica e depois os tratamentos com 25, 12,5 
e 6,25 mg/mL de extrato bruto de P. tuberculatum e mais três controles (água, etanol 
e fungicida (Azoxistrobina 0,6 g/L)). Logo após foi quantificada a severidade da 
doença, quando do aparecimento dos primeiros sintomas. 
Para os ensaios in vivo com S. rolfsii foram utilizadas plantas de feijoeiro com 
10 dias de plantio. As plantas foram inoculadas com disco de micélio de 0,5 cm de 
diâmetro do patógeno. 
Para avaliação de indução de resistência primeiramente aplicou-se os 
tratamentos com 25, 12,5 e 6,25 mg/mL de extrato bruto de talo de P. tuberculatum 
e mais três controles (água, etanol e fungicida) no caule das plantas e após 24 h as 
mudas receberam a suspensão fúngica e para avaliação de controle do patógeno, 
primeiramente aplicou-se a suspensão fúngica e depois os tratamentos com 25, 12,5 
e 6,25 mg/mL de extrato bruto de P. tuberculatum e mais três controles (água, etanol 
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e fungicida). Logo após foi quantificada a presença da doença, quando do 
aparecimento dos primeiros sintomas. 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 
10 repetições por tratamento. Foram utilizados como controles o fungicida 
Azoxistrobina, (0,6 g/L) etanol e água. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
5.1 Ensaios de Antibiograma 
 
Para avaliar o potencial bioativo dos extratos etanólicos de Piper tuberculatum 
e Piper hispidum, sobre os fungo R. solani  e  S. rolfsii, extratos de diferentes partes 
das plantas foram avaliadas em testes de atividade antifúngica. 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância - ANOVA, para 
avaliação da existência de diferença entre os percentuais de inibição de crescimento 
dos diferentes extratos e dos controles avaliados no trabalho. O resumo da análise 
está apresentado na Tabela 2.  
 
Tabela 2 - Resumo da análise de variância dos ensaios de atividade antifúngica dos 
extratos de Piper frente os fungos R. solani e S. rolfsii  
 
 
 
 
 
 
 
F.V. – Fonte de variação; G.L. – Graus de Liberdade; F. – Teste de ANOVA. 
**
Significância a 1% de 
probabilidade. 
 
Ambos os experimentos mostraram coeficiente de variação de baixo a 
mediano, estando os mesmos dentro de uma faixa considerada aceitável, permitindo 
inferir que os mesmos apresentaram alta e média precisão para os testes com R. 
solani  e S. rolfsii, respectivamente (PIMENTEL GOMES, 2000).  
Segundo Pimentel Gomes (2000) valores de coeficientes de variação de até 
10% podem ser considerados baixos e de alta precisão, valores entre 10 e 20% são 
de boa precisão, valores de 20 a 30% de boa precisão. 
ANOVA R. solani S. rolfsii 
F.V G.L F G.L F 
Tratamentos 8 102,95
** 5 52,01** 
Resíduos 27 --- 18 --- 
Total 35 --- 23 --- 
Média 35,91 --- 31,80 --- 
C.V. (%). 14,35 --- 21,90 --- 
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Para o teste de atividade antifúngica contra o fungo R. solani, significativos 
níveis de inibição do crescimento fúngico foram observados nos extratos etanólicos 
de talo nas concentrações de 50 e 25 mg/mL (Figura 3). 
As concentrações 25 e 50 mg/mL apresentaram efeito significativo de acordo 
com o teste F a 1% de probabilidade. 
 
 
Figura 3 - Percentual de inibição do crescimento de Rhizoctonia solani por extratos 
do gênero Piper. E.E.T.P.T: Extrato etanólico de talo de P. tuberculatum 
E.E.Fo.P.H: Extrato Etanólico de Folhas de P. hispidum (50; 25; 12,5; 
6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL). Médias identificadas por diferentes letras foram 
significativas de acordo com o teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade. 
 
Nestas concentrações foram observados inibição do crescimento de R. solani 
na ordem de 81,2% e 75,7%, respectivamente. Comparado com o controle com 
fungicida, estes valores foram cerca de 2,0 vezes mais eficientes. Esta eficiência no 
controle de R. solani também foi observada na concentração de 12,5 mg/mL, que 
apresentou fator de inibição na ordem de 40%, ainda um pouco superior ao fungicida 
(37,9%) (Figura 3). 
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O extrato etanólico de talo de Piper tuberculatum também mostrou atividade 
significativa para o controle do fungo Sclerotium rolfsii nas atividades in vitro. 
Maiores atividades de inibição foram observadas nas concentrações de 50 e 25 
mg/mL, com valores variando de 62,2% e 53,1%, respectivamente (Figura 4). 
 
 
Figura 4 - Percentual de inibição do crescimento de Sclerotium rolfsii por extratos do 
gênero Piper. E.E.T.P.T: Extrato etanólico de talo de P. tuberculatum 
E.E.Fo.P.T: Extrato Etanólico de Folhas de P. tuberculatum (50; 25 e 12,5 
mg/mL). Médias identificadas por diferentes letras foram significativas de 
acordo com o teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade. 
 
Quando comparada com a atividade do fungicida, estes valores foram de 1,7 e 
1,4 vezes maiores, respectivamente. Na concentração de 12,5 mg/mL, o extrato não 
mostrou diferença significativa para o controle com o fungicida, evidenciando, assim, 
o potencial deste em controlar o fungo S. rolfsii. 
  A Figura 5 mostra a curva de crescimento do fungo R. solani frente aos 
extratos etanólicos de talo do Piper tuberculatum nas concentrações 50, 25 e 12,5 
mg/mL. Os controles com fungicida, água e etanol também são apresentados no 
gráfico. 
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Figura 5 - Curva de crescimento de Rhizoctonia solani na presença de extratos do 
gênero Piper. E.E.T.P.T: Extrato etanólico de talo de P. tuberculatum (50; 
25 e 12,5 mg/mL). Tratamentos controle com água, etanol e fungicida 
azoxistrobina. 
 
Neste caso constatou-se redução do diâmetro da colônia de R.  solani nas 
doses 50, 25 e 12,5 mg/mL. Doses de 6,25, 3,12 e 1,56 mg/mL não mostraram efeito 
inibitório pois estes se assemelharam com os controles com água e etanol e 
diferiram-se do controle com fungicida. 
As avaliações com os extratos de talo de P. tuberculatum no tempo 72 horas 
mostraram valores de crescimento micelial de 38,85; 44,32 e 69,90 mm (90 
mm=100%) para as doses decrescentes de extrato (50, 25 e 12,5 mg/mL), 
respectivamente. Os valores de crescimento nos tratamentos controle foram água e 
etanol, 90 mm e fungicida 72,92 mm. 
A curva de crescimento do fungo Sclerotium rolfsii na presença dos extratos 
etanólicos de talo de Piper tuberculatum é apresentada na Figura 6. Nesta figura são 
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apresentadas as concentrações de 50, 25 e 12,5 mg/mL, além do controle positivo 
com fungicida e dos controles com água e etanol. 
 
 
Figura 6 - Curva de crescimento de Sclerotium rolfsii na presença de extratos do 
gênero Piper. E.E.T.P.T: Extrato etanólico de talo de P. tuberculatum (50; 
25 e 12,5 mg/mL). Tratamentos controle com água, etanol e fungicida 
azoxistrobina. 
 
O efeito de redução no crescimento micelial também foi observado quando os 
extratos etanólicos de P. tuberculatum foram colocados em contato com o fungo S. 
rolfsii. Constatou-se redução do diâmetro da colônia nas doses 50, 25 e 12,5 mg/mL. 
Doses de 6,25, 3,12 e 1,56 mg/mL não mostraram efeito inibitório, e se 
assemelharam com os controles com água e etanol e diferiram-se do controle com 
fungicida.  
As avaliações com os extratos de talo de P. tuberculatum no tempo 96 horas 
mostraram valores de crescimento micelial de 54,53; 61,63 e 73,21 mm (90 
mm=100%) para as doses decrescentes de extrato (50, 25 e 12,5mg/mL), 
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respectivamente. Os valores de crescimento nos tratamentos controle foram água e 
etanol, 90 mm e fungicida 71,30 mm. 
Na avaliação do crescimento micelial utilizando extratos etanólicos de frutos de 
P. tuberculatum constatou-se que estes não inibiram o diâmetro da colônia do 
fitopatógeno R. solani em todas as doses testadas visto que estes se assemelharam 
com os controles com água e etanol (Figura 7). 
 
 
Figura 7 - Crescimento micelial de Rhizoctonia solani na presença de extratos do 
gênero Piper. E.E.Fr.P.T: Extrato etanólico de fruto de P. tuberculatum 
(50; 25 e 12,5 mg/mL). Tratamentos controle com água, etanol e fungicida 
azoxistrobina.  
 
Resultado semelhante foi obtido com os extratos etanólicos de frutos de P. 
tuberculatum contra o fungo S. rolfsii (Figura 8). 
 
0,00
10,00
20,00
30,00
40,00
50,00
60,00
70,00
80,00
90,00
100,00
E.E.Fr.P.T.
50mg/mL
E.E.Fr.P.T.
25mg/mL
E.E.Fr.P.T.
12,5mg/mL
Controle água Controle
etanol
Controle
fungicida
24h
48h
72h
42 
 
 
Figura 8 - Crescimento micelial de Sclerotium rolfsii na presença de extratos do 
gênero Piper. E.E.Fr.P.T: Extrato etanólico de fruto de P. tuberculatum 
(50; 25 e 12,5 mg/mL). Tratamentos controle com água, etanol e 
fungicida azoxistrobina. 
 
As avaliações com os extratos etanólicos de folha e fruto de P. tuberculatum 
contra o fungo R. solani, no tempo de 72 horas, mostraram um crescimento micelial 
de 85,93; 87,5 e 90 (90 mm=100%) e 86,1; 90 e 90 mm para as doses decrescentes 
de extrato (50; 25 e 12,5 mg/mL), respectivamente.  
Estes valores foram semelhantes aos dos tratamentos controle com água e 
etanol, 90 mm, enquanto que com o fungicida o crescimento foi de 70,92 mm. 
Resultados semelhantes foram obtidos para o fungo S. rolfsii. As avaliações feitas 
com extratos etanólicos de folhas de P. hispidum e da amida piplartina não 
apresentaram diferença significativa entre o crescimento do diâmetro do fungo S. 
rolfsii e o controle com água. 
O emprego dos extratos vegetais é bastante conhecido, caso do extrato de 
camomila que inibiu 52% o crescimento micelial de Fusarium sp. e o fungo Botrytis 
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sp. que foi inibido com os extratos de alecrim, eucalipto e menta (CAMATTI-
SARTORI et al., 2011; SILVA et al., 2012) e o cravo-da-índia controlou 100% o 
crescimento micelial de C. gloeosporioides, F. oxysporum f.sp. vasinfectum e P. 
oryzae. Já Lima e Ferreira Neto (2014) verificaram que o extrato etanólico dos frutos 
de S. grandiflorum apresentou ação inibitória sobre a R. solani in vitro. 
Extratos produzidos a partir de folhas de pimenta e folhas de Jamelão também 
foram testados e se mostraram eficientes, reduzindo a severidade da doença em 
40%, quando comparado o controle com água (VIEIRA JÚNIOR et al., 2011). 
Medeiros e colaboradores (2012) trabalhando com extrato etanólico de Senna 
alata para o controle de Fusarium oxysporum demonstraram resultados 
semelhantes, onde houve diferença entre as diferentes partes da planta testadas. 
Demonstrando que extrato de raiz e vagem foram os mais eficientes em inibir o 
crescimento micelial do fungo na concentração 500 μg mL-1. 
Esta característica também foi evidenciada por Rodrigues e colaboradores 
(2014), em estudo com extratos de sementes e folhas de Annona muricata contra 
Aphis craccivora, onde observaram que o extrato hexânico da semente na 
concentração 0,5% apresenta eficiência para o manejo do pulgão-preto do feijão-
caupi, já o extrato hexânico das folhas se apresentou ineficiente. 
Isso provavelmente se deve ao fato de existirem diferentes constituintes e em 
diferentes concentrações em todas as partes das plantas, essa característica pode 
variar da espécie da planta, parte utilizada e finalidade (FACUNDO et al., 2008; 
MEDEIROS et al., 2012; RODRIGUES et al., 2014).  
Além disso, Moralesa e colaboradores (2013) encontraram diferenças na 
composição de óleos da espécie P. hispidum, atribuindo tal fato à localização 
geográfica, sazonalidade, idade fisiológica da planta e época de colheita. 
 
5.2 Ensaios de citotoxicidade 
 
Os resultados da viabilidade das células (monócitos) mantidas em diferentes 
solventes de Piper tuberculatum, no período de 1h à temperatura de 20 ºC, estão 
apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Viabilidade celular dos monócitos de quatro doadores voluntários 
mantidas em extratos de Piper tuberculatum com diferentes solventes, 
após incubação por 1h. 
Extratos de Piper Células (Monócitos) 
 Viáveis Não viáveis 
E.E.T.P.T - X 
E.E.20%T.P.T - X 
E.E.D.A.T.P.T X - 
CONTROLE – H2O X - 
FUNGICIDA  X - 
ETANOL 20% - X 
ETANOL 50% - X 
 
Os extratos E.E.T.P.T e E.E.20%T.P.T nas concentração (50; 25 e 12,5 
mg/mL) e os controles com etanol 20% e etanol 50%, apresentaram nula viabilidade 
celular, com taxa de 100% de rompimento da membrana dos monócitos. Apesar de 
sua leitura ter se mostrado excessivamente turva (E.E.T.P.T) ao microscópio óptico, 
dificultando a avaliação da viabilidade celular, quando comparado com a 
visualização dos demais controles (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Avaliação de viabilidade das células com extrato etanólico de Piper 
tuberculatum e controle com fungicida. A: Extrato etanólico 50 mg/mL e 
B: Controle com fungicida. 
A B 
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Apenas o extrato diluído em água demonstrou desempenho satisfatório na 
viabilidade das membranas dos monócitos em todas as concentrações testada (50; 
25 e 12,5 mg/mL), não diferindo estatisticamente do controle negativo  (meio) e do 
controle positivo (fungicida), apresentando 100% de viabilidade após 1 hora (Figura 
10). 
 
Figura 10 - Média da porcentagem da viabilidade dos extratos de quatro doadores 
voluntários frente aos extratos aquosos e alcóolicos de talo de Piper 
tuberculatum e suas diluições, durante o período de 1h. 
  
Os resultados demonstram em geral que os monócitos não são afetados com a 
exposição a extratos aquosos e alcóolicos de Piper tuberculatum, comprovando 
parcialmente que estes não são citotóxicos para mamíferos. 
Resultados semelhantes foram observados por Matiolli (2014), ao avaliar o 
potencial citotóxico e antioxidante de Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela), 
Origanum vulgare L. (Orégano), Petrosolium sativum L. (Salsa), Piper nigrum L. 
(Pimenta do reino), Zingiber officinale Roscoe (Gengibre), e Ocimum basilicum L. 
(Manjericão), onde estes não apresentaram nenhuma atividade citotóxica nas 
concentrações avaliadas. 
 
Concentração em mg/mL 
50 25 12,5 
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5.3 Ensaios em folhas destacadas 
 
Os resultados obtidos por meio das avaliações in vivo com folhas destacadas 
foram mensurados utilizando-se o programa AFsoft®. Os resultados obtidos 
mostraram uma baixa severidade média no tratamento com o extrato etanólico de 
talo de P. tuberculatum na dose de 25 mg/mL. Entretanto, de maneira geral, não 
podemos afirmar que este extrato é realmente eficiente em virtude de alto 
coeficiente de variação apresentado. O resultado nos permite apenas inferir que o 
mesmo apresentou potencial para controlar o fungo R. solani (Figuras 11 e 12).  
 
 
Figura 11 - Avaliação da severidade da doença com extrato etanólico de Piper 
tuberculatum em diferentes concentrações e os controles com 
fungicida, água e etanol. 
O alto coeficiente de variação (36,32) pode estar relacionado ao baixo número 
de repetições utilizadas, bem como pela ocorrência de fitotoxicidade observada em 
algumas folhas de feijoeiro tratadas com os extratos etanólicos testados. 
47 
 
 
Figura 12 - Ensaio em folhas destacadas de feijoeiro comum em câmara gerbox na 
presença de extrato etanólico de talo de Piper tuberculatum e do fungo 
R. solani. Controles com fungicida, água e etanol. (Lesões amarelas e 
brancas indicam fitotoxidez). 
 
5.4 Ensaios em casa de vegetação 
 
Os resultados obtidos por meio das avaliações in vivo em casa de vegetação, 
em todas as concentrações testadas apresentaram-se fitotoxicas para as folhas de 
feijoeiro comum, impossibilitando a avaliação de severidade máxima da doença 
(Figura 13). 
Os resultados das avaliações contra o fungo S. Rolfsii com extratos de talo de 
P. tuerculatum nas doses (25; 12,5 e 6,25) não apresentaram controles eficiêntes, 
obtendo-se 100% de morte das plantas avaliadas. 
O principal sintoma de fitotoxicidade no feijoeiro foi o aparecimento de clorose 
e embranquecimento, seguido de necrose nas folhas, principalmente nas regiões em 
que a solução etanólica se acumulava, nas bordas e nas nervuras foliares, com 
posterior murcha. 
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Brum e colaboradores (2014) obtiveram resultados parecidos, onde as 
concentrações de 2 e 4% dos óleos essenciais de citronela (C. nardus), capimlimão 
(C. citratus), erva-cidreira (L. alba) e hortelã-pimenta (M. piperita) causaram 
fitotoxicidade em plântulas de melancia (C. lanatus), feijão-carioca (P. vulgaris) e 
arroz (O. sativa).  
 
 
Figura 13 - Ensaio em casa de vegetação em plântulas de feijoeiro comum na 
presença de extrato etanólico de talo de Piper tuberculatum e do fungo 
R. solani. Controles com fungicida, água e etanol. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Os extratos etanólicos de talos de P. tuberculatum foram eficientes no 
controle in vitro de R. solani e S. rolfsii. 
Os extratos etanólicos de talo de Piper se apresentaram fitotóxico para as 
folhas de P. vulgaris. 
O extrato etanólico de talo da espécie P. tuberculatum apresentou 
citotoxicidade a células de mamíferos (monócitos). Entretanto, o extrato aquoso 
desta não apresentou citotoxicidade nas concentrações avaliadas.  
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